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論文内容の要旨
【目的】
骨形成因子 (bone morphogenetic protein : BMP) は，骨に存在する異所性骨誘導を起こす活性物質としで注目さ
れてきたが，その骨折治癒過程における意義は殆どわかっていない。近年次々と BMP の遺伝子がクローニングされ
それらが Transforming growth factor (TGF )ー β のスーノマーファミリーに属することが明らかにされた。高岡ら
もマウス骨肉腫からマウス BMP-4 をクローニングしたが，本研究ではその cDNA を用い，骨折治癒過程における B
MP-4 の役割について検討する目的で in situ hybridization crSH) 法および RT-PCR 法により骨折治癒過程におけ
る BMP-4 messenger RNA (mRNA) の局在と発現について観察した。また同時に分化した骨芽細胞のマーカーで
ある bone Gla protein (BGP) の mRNA の発現についても ISH 法を用いて観察した。
【方法ならびに成績】
5 週令 ICR マウスの右第 8 肋骨に骨折を起こし，骨折前と共に経時的に骨折部及びその近傍部を採取し， 4%パラ
ホルムアルデヒドにて固定， EDTA にて脱灰の後パラフィン切片を作成した。マウス BMP- 4. BGP の cDNA の塩
基配列の特異的な部位をテンプレートとしてジゴキシゲニンラベルした非放射性 RNA フ。ロープを作成し上述の切片
を用い ISH を行った。また骨折部及びその近傍部より経時的に mRNA を採取し RT-PCR にて各時期における
BMP-4 mRNA の発現の有無について検討した。肋骨骨折の治癒過程を組織所見をもとに以下の 3 期に分類した。
1 .初期(骨折後12時間目から 3 日目) :骨膜の増殖や類骨形成を認めるが仮骨の形成は明らかで、ない時期。 ll. 中
期(骨折後 5 日目から 8 日目) :軟骨形成や，膜性骨化による骨梁骨の形成が明らかとなる時期。 m. 後期(骨折後12
日目から20 日目) :内軟骨性骨化が明らかとなりリモデリングが開始され骨癒合に至る時期。 BMP-4 の発現は骨折
前には認められなかったが，骨折後12時間目に骨折部に近接した骨膜の細胞に， 2 日目には肥厚した骨膜の細胞と，
骨折部近傍の髄腔内及び血腫付近の線維芽細胞様の細胞に認められた。また 3 日目には未熟な新生骨の表層の細胞の
一部にも発現を認めた。これら初期における肥厚した骨膜の細胞や未熟な新生骨の表層の細胞には BGP の発現は認
められなかった。中期以降， BMP-4 の発現は認められなかった。この時期から仮骨の形成は顕著となり，新生骨梁
の骨芽細胞は BGP の mRNA を発現していた。 RT-PCR でも BMP-4 は骨折前に認められず骨折後12時間目から 3
日目に認められ， 5 日日以降には認められなかった。また PCR で得られたバンドが BMP- 4 のものであることは
BMP-4 マウスに特異的な cDNA をプロープとしたサザーンブロッティングにより確認された。
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【総括】
本実験により骨折治癒過程における BMP-4 遺伝子の発現と局在が明らかとなった。骨折前には認められなかった
BMP-4 mRNA は骨折後，初期にのみ著明に発現し，その局在は骨折部近傍の骨膜細胞，髄腔内筋肉内の線維芽細
胞様の細胞であった。 BMP-4 の発現細胞は分化した骨芽細胞のマーカーである BGP は発現しておらず，また， BGP 
を発現している細胞は BMP-4 を発現していなかった。すなわち骨折治癒過程における BMP-4 の発現細胞は未分化
な細胞あるいは未熟な骨原性の細胞であると考えられる。また，経時的な組織学的観察によると BMP-4 のシグナ
ルが認められた骨膜，髄腔内，筋肉内には中，後期になって著名な仮骨が形成されていた。従来から BMP-4 は骨軟
骨誘導因子として知られており，これらの結果は骨折に伴い新たに産出された BMP-4 が骨折治癒の初期において，
局所での仮骨形成の制御因子として働いている可能性を示唆するものであるO
論文審査の結果の要旨
骨形成因子 (BMP : bone morphogenetic protein) は従来から異所性骨形成を誘導する物質として注目されてい
たが，その骨折治癒過程との関連は不明であった。本論文では著者らが新たに開発した脱灰組織における in situ ハ
イブリダイゼーション法と RT-PCR 法を用い 5 週齢マウス肋骨の骨折治癒過程における BMP-4 遺伝子の発現と
局在について検討しているO 著者らは BMP-4 のメッセンジャー RNA は，骨折前の肋骨には認められないが，骨折
後初期に，将来仮骨が形成される部位である骨膜，骨折部近傍部の髄腔内，筋肉内の細胞に認められ，仮骨形成が明
らかとなる中期以降には認められなくなることを見いだし骨折にともない新たに産出された BMP-4 が骨折治癒過
程の初期における仮骨形成の制御因子である可能性を示唆している。今回得られた結果は骨折治癒過程における
BMP-4 遺伝子の発現と局在を明らかにし，骨折治癒と BMP の関係を考えるうえで非常に重要な知見を提示してお
り，将来の整形外科領域における BMP の臨床応用に寄与するところ大と考えられるので博士論文に値すると考えら
れるO
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